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INTRODUÇÃO  
Dada a necessidade de otimizar a relação entre custos e manutenção de uma coleção de
germoplasma, Frankel (1984), citado por Brown (1995), propôs o termo coleção núcleo
que deveria representar, com um mínimo de repetitividade, a diversidade genética de uma
espécie e seus parentes. Essa coleção núcleo consiste em ser o conjunto mais importante
de acessos de toda a coleção base (Brown, 1989). O tamanho da coleção núcleo, segundo
a teoria de amostragem de alelos neutros em populações finitas, deve ser de cerca de 10%
de acessos tomados aleatoriamente da coleção base tendo a eficiência de reter a variação
genética total em aproximadamente 70% (Brown, 1995). Os acessos da coleção núcleo
são escolhidos por ser primariamente representativos, ecologicamente e geneticamente
distintos entre si, permitindo que se maximize a diversidade genética e minimize a
similaridade entre os acessos. A coleção núcleo de milho da Embrapa Milho e Sorgo foi
desenvolvida utilizando a estratégia de estratificação da coleção, uma vez que este
procedimento possibilita a amostragem dos alelos localizados e comuns (Brown, 1995;
Crossa et al., 1995; Spagnoletti Zeuli e Qualset, 1995; Abadie et al., 2000). Foram
utilizadas as informações de origem do germoplasma, origem ecogeográfica e tipo de
grão das variedades autóctones, e para cada grupo, a representação na coleção núcleo foi
relativa ao logaritmo do número de acessos da coleção base (Abadie, 1997; Abadie et al.,
2000). Assim, pode-se estabelecer uma coleção núcleo com 235 variedades autóctones,
35 materiais melhorados e 30 materiais introduzidos resultando em uma amostra de 300
acessos, considerada de tamanho adequado para ser manejada pelos curadores a baixo
custo. A utilização de métodos de ordenação em estudos de divergência genética também
vem sendo aplicada em várias espécies de plantas.    As medidas feitas entre pares de
acessos são chamadas de associação por considerarem que há uma distância que pode ser
quantificada entre eles (Crossa et al., 1995; Cruz e Regazzi, 1997). Essas medidas podem
ser de similaridade, como o coeficiente de Jaccard, que mede o quanto os acessos são
similares num conjunto de atributos, ou de dissimilaridade, como a distância euclidiana,
que verifica o quanto os acessos diferem entre si. Uma das aplicações de curto prazo do
marcador molecular é o estudo da diversidade. Cada marcador é analisado como sendo
um caráter fenotípico distinto e independente dos demais cuja interpretação é feita da
seguinte forma: alelos (bandas - fragmentos de DNA) em comum entre acessos
representam similaridades genéticas, enquanto os não comuns representam diferenças
genéticas. A informação molecular da diversidade genética pode auxiliar na avaliação de
redundância e deficiências das coleções de germoplasma, bem como no estabelecimento e
comparações de coleções nucleares (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Dentre as técnicas
moleculares mais utilizadas atualmente, a de AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) ou polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados, destaca-se
por ser precisa e interessante para o estudo da variabilidade genética. Marcadores AFLP
amostram de maneira ampla o genoma gerando um grande número de bandas (alelos) por
gel, aumentando o rendimento de informações que podem ser resolvidas em um único gel
(Ferreira e Grattapaglia, 1998). Este trabalho teve por objetivo verificar a variabilidade
genética da coleção núcleo de milho, subgrupo endosperma dentado, do Banco Ativo de
Germoplasma de Milho da Embrapa utilizando-se marcadores AFLP.  
 
MATERIAL E MÉTODOS  
Para a caracterização molecular dos acessos de milho da coleção núcleo foi utilizada a
técnica de AFLP. Isolamento e quantificação do DNA genômico: O DNA foi extraído
de um bulk de 100 folhas de cada acesso utilizando-se o método descrito por Saghai-
Maroof et al. (1984). A quantificação da concentração de DNA foi realizada em
espectrofotômetro através de leituras a 260 nm. Marcadores AFLP: Para o
desenvolvimento desta técnica foram empregados kits da GIBCO (Rockville, MD, EUA)
para a etapa de restrição do DNA genômico com as enzimas EcoRI e MseI e ligação dos
adaptadores. Para as etapas de amplificação pré-seletiva e seletiva utilizaram-se os kits da
Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA). A reação de AFLP foi preparada de acordo com o
manual de AFLP (AFLP, 1997), com modificações, e utilizadas seis combinações de
conjuntos de primers: MseI CAT e EcoRI ACA (6-FAM), MseI CAT e EcoRI AAG
(HEX), MseI CAT e EcoRI AGC (NED); MseI CAG e EcoRI ACT (6-FAM), MseI
CAG e EcoRI AGG (HEX), MseI CAG e EcoRI ACC (NED). Os fragmentos
amplificados foram resolvidos em gel de policacrilamida utilizando-se o seqüenciador
automático ABI PRISM 377 e a extração dos dados obtidos pelos programas GeneScan
2.1 e GenoTyper 2.0 para a montagem das tabelas binárias.  
Simulações do número ótimo de marcadores foram feitas utilizando o programa GQMol
(Cruz, 2001). As estimativas de similaridades genéticas foram obtidas com a utilização do
programa NTSyspc 2.02k (Rohlf, 1998).  
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO  
Os tamanhos de fragmentos AFLP variaram de 52 a 499 pares de base (pb) (Tabela 1). As
análises dos 45 acessos com seis combinações de primers revelaram um total de 218
fragmentos ou bandas, com média de 36,3 bandas por combinação de primer. O número
de fragmentos variou de 30 para a combinação MseI CAG + Eco RI AGG até 44 para a
combinação MseI CAG + Eco RI ACC. Padilha (2002) avaliando 35 linhagens de milho,
com marcadores AFLP obteve uma média de 14 bandas polimórficas por combinação de
primers. Em 114 genótipos da coleção núcleo de feijão e duas combinações de primers,
Tohme et al. (1996) encontraram em média 102 bandas sendo que 90% eram
polimórficas. O nível de polimorfismo encontrado no presente trabalho também foi
superior ao relatado por Pejic et al. (1998), os quais obtiveram 38,7 bandas polimórficas
de AFLP utilizando seis combinações de primers em linhagens de milho. Já Barrett et al.
(1998) encontraram 229 bandas polimórficas de AFLP em 43 cultivares de trigo e Zhu et
al. (1999) encontraram um total de 569 fragmentos com oito pares de primers, com
média de 71 fragmentos por combinação de primer em 61 acessos de soja cultivada e
silvestre, sendo que 48% dos fragmentos eram polimórficos. O procedimento de
simulações sobre o número de marcadores usados em estudos de diversidade genética tem
sido executado para se determinar a confiabilidade e a precisão do agrupamento
produzido (Pejic et al., 1998).  
 
 
  
 
 
  
 
 
 
A partir de 120 marcadores de AFLP, o desvio padrão foi inferior a 0,08 e a correlação
superior a 0,99 para os acessos da amostra da coleção núcleo. Estes valores
corresponderiam à utilização de quatro combinações de primers mais polimórficos para o
AFLP, baseados nos resultados da amostra da coleção núcleo. Tais resultados indicam
que as 218 bandas foram suficientes para definir, com confiabilidade, a divergência
genética entre os acessos. Isto pôde ser verificado por Johns et al. (1997) que
encontraram o mesmo agrupamento utilizando 50 e 106 bandas entre 69 genótipos de
feijão do Chile. Dias (1998) comentou que a utilização de, pelo menos, 30 locos
polimórficos são suficientes para a construção de dendrogramas de elevada precisão. O
dendrograma obtido pelo método UPGMA mostra que os distintos acessos não formaram
grupos homogêneos definidos até uma distância correspondente a aproximadamente 25%
da maior distância (Figura 2).  
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